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ПРОТИВОВИРУСНАЯ АКТИВНОСТЬ 
ИЗВЛЕЧЕНИЙ ЛИМОННИКА КИТАЙСКОГО
Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский университет
Оптимизированы условия оценки жизнеспособности клеток почки быка с по-
мощью MTT-теста. Исследована противовирусная активность экстрактов и во-
дного извлечения семян лимонника китайского. Установлено, что СО2 и спиртовой 
экстракты семян лимонника китайского обладают противовирусной активностью 
in vitro по профилактической и лечебной схеме. Противовирусная активность во-
дного извлечения выражена в значительно меньшей степени.
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ВВЕДЕНИЕ
Лимонник китайский (Schisandra chi-
nensis (Turсz) Baill.) – древесная вьющаяся 
лиана из семейства лимонниковых 
(Sсhisandraceae). В народной медицине 
лимонник широко используется как стиму-
лирующее и тонизирующее средство [1].
Основными действующими компо-
нентами лимонника китайского являются 
лигнаны такие, как схизандрин, деоксис-
хизандрин, схизандрол B, деоксисхизан-
дрин, гамма-схизандрин и ряд других [2, 
3]. Углекислотные экстракты и спиртовые 
экстракты имеют подобный состав [4].
В литературных данных отражена ан-
тиоксидантная активность, антистрессор-
ная активность продуктов из лимонника 
китайского [5]. Показана также биологи-
ческая активность по отношению к куль-
туре клеток и изолированным органам. 
Например, установлено, что компоненты 
лимонника могут ингибировать выделе-
ние медиатора воспаления лейкотриена 
B4 макрофагами [6]. Доказан противо-
воспалительный эффект, основанный на 
конкурентном антагонизме компонентов 
с фактором активации тромбоцитов [7]. 
Компоненты лимонника китайского уси-
ливают потребление кислорода клетками 
и стимулируют углеводно-фосфорный 
обмен [8]. В работе [9] показано, что ком-
поненты экстрактов лимонника обладают 
антигиперпролиферативной и противовос-
палительной активностью за счет ингиби-
рования циклооксигеназы 2. 
Таким образом, компоненты лимонни-
ка оказывают множественное действие на 
живые организмы. 
Цель работы: исследовать противо-
вирусную активность извлечений и экс-
трактов лимонника китайского в модели 
вируса везикулярного стоматита и клеток 
почки быка.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом исследования являлись се-
мена лимонника китайского, заготовленные 
в 2013 г на опытном поле в д. Улановичи, 
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углекислотный экстракт семян лимонника 
китайского производства НИЦ ЭР «ГОРО», 
Ростов на Дону. Водные и спиртовые из-
влечения лимонника китайского готовили 
следующим образом: в пенициллиновые 
флаконы помещали по 0,5 г измельченных 
семян, прибавляли 5,0 мл воды или 70% 
раствора этилового спирта, укупоривали 
под обкатку, взвешивали и нагревали на 
кипящей водяной бане в течение 30 минут. 
Затем флаконы охлаждали, взвешивали и 
если масса флакона оставалась неизмен-
ной, то надосадочную жидкость использо-
вали для дальнейших исследований. Стан-
дартизацию экстрактов проводили в соот-
ветствии с [10] по схизандрину. Затем СО
2
 
экстракт и спиртовой экстракт разбавляли 
так, чтобы концентрация схизандрина в по-
лученных растворах была близка к концен-
трации схизандрина в водном извлечении. 
Для этого 5 мл спиртового экстракта упари-
вали до конечного объема примерно 1,5 мл, 
прибавляли 250 мкл диметилсульфоксида и 
разбавляли водой для инъекций до 5 мл.  60 
мкл CO
2
 экстракта смешивали с 250 мл ди-
метилсульфоксида и разбавляли водой для 
инъекций до 5 мл. 
Исследование проводили на культуре 
клеток почки быка, полученной в Научно-
исследовательском институте вирусологии 
им. Д.И. Ивановского, и вирусе везикуляр-
ного стоматита.
Культивирование клеток осуществля-
ли в монослое в матрасах объемом 75 мл 
в среде RPMI-1640, содержащей 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки, 4 мМ 
L-глютамина, 1,5 г/л гидрокарбоната на-
трия, 100 Ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл 
стрептомицина, при температуре 37˚С во 
влажной атмосфере с 5% СО
2
. 
В качестве поддерживающей среды 
использовали RPMI-1640, содержащую 
5% эмбриональной телячьей сыворотки, 4 
мМ L-глютамина, 1,5 г/л гидрокарбоната 
натрия, 100 Ед/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина.
Оценку противовирусной активно-
сти проводили путем оценки жизнеспо-
собности клеток при культивировании 
после обработки частицами вируса. Ко-
личество жизнеспособных клеток опре-
деляли с помощью MTT-теста (теста с 
3-4,5-диметилтиазол-2-ил-2,5-дифенил-
тераразолом) [11]. Предварительно прово-
дили оптимизацию [12] условий проведе-
ния МТТ-теста – времени инкубирования 
MTT-реагента с клетками и способа обсче-
та аналитического сигнала, получаемого на 
планшетном спектрофотометре. Для это-
го по 100 мкл клеточной суспензии (2×108 
клеток / мл) в четырех повторностях по-
мещали в лунки культурального планшета. 
Методом последовательных разбавлений в 
2 раза разбавляли суспензию до содержа-
ния клеток 9,8×104. Через 24 часа сменяли 
культуральную среду и вносили по 25 мкл 
МТТ-реагента (2 мг/мл). Клетки культиви-
ровали в течение 1, 2 и 4 часов. Затем удаля-
ли культуральную среду и вносили по 100 
мкл лизирующего реактива (10% раствор 
натрия додецилсульфата в 0,01М растворе 
хлористоводородной кислоты). Через сутки 
измеряли значение оптической плотности с 
помощью планшетного спектрофотометра 
при длинах волн 540 и 620 нм.
Оценку вирулицидной активности 
проводили следующим образом: по 50 мкл 
исследуемых экстрактов лимонника раз-
бавляли в 10 раз поддерживающей куль-
туральной средой. Затем смешивали по 50 
мкл полученного разведения с 50 мкл ви-
русной суспензии и инкубировали в тече-
ние одного часа. Параллельно проводили 
контрольный опыт с чистой культуральной 
средой, не содержащей соединения ли-
монника. Через 1 час готовили серию де-
сятикратных разведений суспензии вируса 
и вносили в лунки планшета с суточным 
монослоем клеток. Через сутки оценивали 
степень поражения монослоя клеток с по-
мощью МТТ-теста. 
Оценку токсичности соединений ли-
монника проводили путем инкубирования 
по 100 мкл десятикратных разведений экс-
трактов лимонника в поддерживающей 
среде в лунках планшета, содержащих по 
4000 клеток в течение 3 суток. 
Оценку противовирусной активности 
по профилактической схеме проводили 
следующим образом: растворы экстрактов 
лимонника разбавляли в 10 раз поддержи-
вающей культуральной средой (содержание 
схизандрина около 50 мкг/мл). В культу-
ральные 96 луночные планшеты с моносло-
ем клеток вносили по 100 мкл полученных 
растворов и инкубировали в течение 1 часа. 
Затем растворы из лунок удаляли и прибав-
ляли по 100 мкл десятикратных разведений 
вирусной суспензии. Инкубировали в тече-
ние 1 часа, затем культуральную среду с ви-
русом удаляли. Лунки трижды промывали 
Дюльбекко-фосфатным солевым буфером. 
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Затем в лунки вносили по 100 мкл поддер-
живающей среды. Через 24–48 часов оце-
нивали степень поражения монослоя кле-
ток с помощью МТТ-теста (время инкуби-
рования подбирали таким образом, чтобы 
наблюдалась максимальная визуальная раз-
ница степени поражения монослоя клеток в 
лунках с разным титром вируса).
Оценку противовирусной активности 
по лечебной схеме проводили следующим 
образом: в лунки со сформировавшимся 
монослоем клеток почки быка вносили 
по 0,1 мл десятикратных разведений су-
спензии вируса везикулярного стомати-
та. Инкубировали в течение 1 часа, затем 
культуральную среду с вирусом удаляли. 
Лунки трижды промывали Дюльбекко-
фосфатным солевым буфером. Растворы 
экстрактов лимонника разбавляли в 10 раз 
поддерживающей культуральной средой 
(содержание схизандрина около 50 мкг/
мл). В лунки вносили по 100 мкл получен-
ных растворов и инкубировали в течение 
1 часа. Затем содержимое удаляли, лунки 
трижды промывали Дюльбекко-фосфат-
ным солевым буфером, вносили по 100 
мкл поддерживающей среды. Через 24–48 
часов оценивали степень поражения моно-
слоя клеток с помощью МТТ-теста. 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рисунке 1 представлены результаты 
исследования зависимости значений опти-
ческой плотности от количества жизнеспо-
собных клеток, измеренные при различных 
длинах волн после инкубирования клеток с 
MTT-реактивом в течение 1, 2 и 4 часов.
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)
Рисунок 1 – Зависимость значения оптической плотности в лунках планшета 
от количества жизнеспособных клеток
Оптимальное время инкубирования со-
ставляет 2 часа, при котором зависимость 
величины аналитического сигнала от коли-
чества клеток в лунке носит прямолинейный 
характер. Использование в качестве анали-
тического сигнала разности значений опти-
ческой плотности при длинах волн 540 и 620 
нм позволяет исключить погрешность, свя-
занную с рассеиванием света в лунке.
При оценке токсичности соединений 
лимонника в течение трех суток не наблю-
далась деградация монослоя, что указыва-
ет на отсутствие токсичности в используе-
мых концентрациях.
На рисунке 2 (см. обложку журнала) 
представлены микрофотографии нормаль-
ного и пораженного монослоя клеток.
Исследование показало, что экстракты 
лимонника не обладают прямой вирулицид-
ной активностью: не обнаружено разницы 
в значениях оптической плотности между 
контрольными и исследуемыми лунками.
На рисунке 3 представлена зависи-
мость разностей оптической плотности, 
измеренной при 540 и 620 нм (DА), от 
степени разведения вируса в лунках, об-
работанных извлечениями лимонника, и 
в контрольных лунках при исследовании 
противовирусной активности по профи-
лактической схеме.
Как видно, спиртовой и CO2 экстракты 
достоверно (р<0,05) увеличивают степень 
устойчивости клеток к действию вируса ве-
зикулярного стоматита как в области высо-
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ких, так и в области низких разведений ви-
руса по сравнению с контролем. В области 
высоких разведений вируса наблюдается 
более высокая устойчивость клеток к дей-
ствию вируса в присутствии CO
2
 экстрак-
та по сравнению со спиртовым экстрактом 
(р<0,05). Водный экстракт лимонника ки-
тайского достоверно (р<0,05) увеличивает 
степень устойчивости клеток только в об-
ласти высоких разведений вируса.
На рисунке 4 представлена зависи-
мость разностей оптической плотности, 
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1 – водное извлечение, 2 – спиртовой экстракт, 3 – CO
2
 экстракт, 4 – контроль.
Рисунок 3 – Исследование противовирусной активности извлечений лимонника 
по профилактической схеме
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Рисунок 4 – Исследование противовирусной активности извлечений лимонника 
по лечебной схеме
измеренной при 540 и 620 нм (DА), от 
степени разведения вируса в лунках, об-
работанных извлечениями лимонника, и 
в контрольных лунках при исследовании 
противовирусной активности по лечебной 
схеме.
Как видно, спиртовой и CO
2
 экстракты 
достоверно (р<0,05) увеличивают степень 
устойчивости клеток к действию вируса 
везикулярного стоматита по сравнению с 
контролем как в области высоких, так и в 
области низких разведений. Водный экс-
тракт лимонника китайского достоверно 
(р<0,05) увеличивает степень устойчиво-
сти клеток только в области самых высо-
ких разведений вируса.
ВЫВОДЫ
1. СО
2
 и спиртовой экстракты семян 
лимонника китайского обладают противо-
вирусной активностью in vitro по профи-
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лактической и лечебной схеме. Противо-
вирусная активность водного извлечения 
выражена в значительно меньшей степени.
2. Положительное действие экстрактов 
и извлечения из семян лимонника китай-
ского выявлено в тесте восстановления 
клетками МТТ, что указывает на клеточ-
ный механизм противовирусного эффекта, 
выражающийся в усилении резистентно-
сти клеток к цитопатическому действию 
вируса.
3. Несмотря на то, что содержание 
схизандрина – одного из маркерных сое-
динений, по которому оценивают качества 
сырья и экстрактов – было примерно оди-
наково в экстрактах и водном извлечении, 
противовирусный эффект водного извле-
чения значительно ниже.
Работа поддержана грантом БРФФИ 
№М13М-086.
SUMMARY
V. М. Yorshyk
ANTIVIRAL ACTIVITY OF SCHISANDRA 
CHINENSIS EXTRACTS
The conditions of assessing of bovine 
kidney cells viability using the MTT-test are 
optimized. There is investigated the antiviral 
activity of extracts and the aqueous recovery 
of Schisandra chinensis seeds. It is found that 
CO
2
 and the alcohol extracts of Schisandra 
chinensis seeds have antiviral activity in vi-
tro for prophylactic and therapeutic scheme. 
Antiviral activity of aqueous recovery is ex-
pressed in the much lesser extent.
Keywords: Schisandra chinensis, MTT, 
antiviral activity.
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